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 プロテインキナーゼＣ（P K C）は細胞の増殖 ・分化 ，アポトーシス等の様々な細胞応答に関
与するセリン /スレオニンリン酸化酵素である。P K C は受容体刺激により細胞膜から産生され
るジアシルグリセロールと，同時に産生されるイノシトール三 リン酸により誘導 されるカルシウム
イオンにより協調的に活性化 される。現在 ，哺乳類の P K C には少なくとも 1 0 種類のサブタ
イプが存在することが報告されており，その構造上の違いから c o n v e n t i o n a l  P K C（ c P K C；α，
βΙ，βΙ Ι， γ），n o v e l  P K C（n P K C；δ， ε，η，θ）， a t y p i c a l  P K C（ a P K C；ζ，λ / ι）の 3 種類に大
別されている。 c P K C の N 末端側の制御領域にはジアシルグリセロールや発ガンプロモータ
ーとして知 られる p h o r b o l  1 2 - m y r i s t a t e  1 3 - a c e t a t e（P M A）などのホルボールエステルが結
合する C 1 ドメインとカルシウムが結合する C 2 ドメインが存在する。一方 ，n P K C は C 2 ドメイ
ンが欠損しており，また aP K C はさらに C 1 ドメインも不完全なものである。これらのサブタイプ
は活性化機構 も異なることから，生体内においては独自の機能を果たしていると考 えられて
いる。しかしながら，P K C によって制御 される細胞応答は非常に多種多様であるため，サブ
タイプの数のみによってその多様性を説明することは困難であった。  
一方で，生化学的な解析などにより P K C は活性化に伴って細胞質から細胞膜に移動
（トランスロケーション）し，細胞膜上でそのキナーゼ活性を発揮することが明 らかになった。ま
た近年になって g r e e n  f l u o r e s c e n t  p r o t e i n（G F P）‐P K C 融合蛋白質を用いた研究により，
P K C は，生理的な刺激により受容体を介 して活性化 された場合は一過性のトランスロケー
ションを示 し，細胞質から細胞膜へトランスロケーションした後にすぐに細胞膜から離れて細
胞質にリバース-トランスロケーションするが，一方で P M A 刺激で活性化された場合は不可
逆的なトランスロケーションを示 し，細胞膜へトランスロケーションした後に長時間に亘って細
胞膜上に局在し続けることが明 らかになった。このように P K C は，外的刺激に応じてそのトラ
ンスロケーション様式 を時間変化 させることで，サブタイプの数のみでは説明できない多様な
細胞応答 を制御 している可能性があることが分かってきた。それゆえ，トランスロケーションだ
けでなく，P K C の活性化時間を制御する機構 ，すなわちリバース-トランスロケーション機構を
理解することも P K C の細胞応答研究において重要であると考えられる。しかしながら，現在ま
でにリバース-トランスロケーション機構については研究が進んでおらず，不明な点が多い。  
本研究は，この P K C のリバース-トランスロケーション機構を解明することを目的 とし，その
手段 として本来 リバース-トランスロケーションしない P M A 刺激した P K C に付加的な刺激を
加え，リバース-トランスロケーションさせることを試みた。  
モデル細 胞 にはブ タ末 梢 血 中 の多 型 核 白 血 球 （ p o l y mo r p h o n u c l e a r  l e u k o cy t e s ；  
P M N s）を用いた。ブタ P M N s は c P K C の一つである P K Cβ I I を強 く発現 している。そこでまず
付加的な刺激 としてチロシンホスファターゼ（P T P a s e）阻害剤である p h e n y l a r s i n e  o x i d e や
p e r v a n ad a t e（過酸化水素 とバナジン酸の混合物 ）を処理し（これらの P T P a s e 阻害剤はすべ
ての P T P a s e の活性部位に存在するジチオール基に作用してその活性を抑制し，その結果
細胞内の様々な蛋白質のチロシンリン酸化を増加 させることが知 られている），P M A 刺激に
よる P K Cβ I I の不可逆的なトランスロケーションへの影響を細胞分画法 とイムノブロット法 を用
いて調べた。その結果 ，P T P a s e 阻害剤の処理により P M A 刺激 P K Cβ I I の一部が細胞質
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 画分へリバース-トランスロケーションすることが確認 された。また，このリバース-トランスロケー
ションはチロシンキナーゼ（P T K s）阻害剤 g en i s t e i n の前処理により抑制 されたため，P T P a s e
阻害剤処理による細 胞内蛋白質のチロシンリン酸化 の増加が原因であり，他 の非特異的
な作用によるものではないこととも確認された。  
近年 ，生理的な刺激によりトランスロケーションした P K C がリバース-トランスロケーションす
るためには P K C 自身のキナーゼ活性 と C 末端の自己 リン酸化を必要 とすることが明 らかにな
った。そこで次に，この P T P a s e 阻害剤による P M A 刺激 P K Cβ I I のリバース-トランスロケーシ
ョンに関しても P K C 自身のキナーゼ活性 と C 末端の自己 リン酸化を必要 とするかどうかにつ
いて検討した。P K C キナーゼ活性阻害剤 s t a u r o s p o r i n e を用いて P K CβΙ Ιの活性を抑制し
て P T P a s e 阻害剤処理をしたところ，P M A 刺激した P K Cβ I I のリバース-トランスロケーション
が観察されなかった。また，P K CβΙ Ιの C 末端の自己 リン酸化部位セリン 6 6 0 残基を特異的
に認識する抗体を用いたイムノブロット法により，リバース-トランスロケーションした P K Cβ I I が
自 己 リン酸 化 を維 持 していることも確 認 された。これらの結 果 から， P T P a s e 阻 害 剤 による
P M A 刺激 P K Cβ I I リバース-トランスロケーションに関しても生理的な刺激の場合 と同様に
P K C 自身のキナーゼ活性 と C 末端の自己 リン酸化を必要 とする可能性があることが示唆さ
れた。  
以上のことから，この P T P a s e 阻害剤による P M A 刺激 P K Cβ I I リバース-トランスロケーショ
ンの機構 を解明することは生理的な刺激の場合のリバース-トランスロケーションの機構やそ
の意義の解明にも役立つ可能性があると考 えられた。したがってさらにこの機構の詳細な解
析を試みた。（以後は P T P a s e 阻害剤として p e r v a n a d a t e のみを用いた。）  
まず，様々な培養細胞系において p e r v a n ad a t e 刺激により S r c - f a mi l y  P T K s が活性化さ
れるという報告が存在したため，この P T P a s e 阻害剤による P M A 刺激 P K Cβ I I リバース-トラ
ンスロケーションに S r c - f a mi l y  P T K s が関与しているかどうかについて，その特異的阻害剤
P P 2 を用いて検討した。すると，P P 2 の前処理により p e r v a n a d a t e 処理による P M A 刺激
P K Cβ I I リバース-トランスロケーションが完全に抑制 される結果を得た。さらに念のため，ブタ
P M N s においても p e r v an a d a t e 刺激により S r c - f a m i l y  P T K s が活性化 されるかどうかについ
て検討した。一般に P M N s は Ly n，H c k，F g r の 3 つの S r c - f a m i l y  P T K s を発現 していること
が報告されている。ブタ P M N s においては，Ly n，H c k，F g r の 3 つのうち H c k が最も強 く発現
していたため，p e r v a n a d a t e 刺激による H c k 活性への影響を，活性化の指標 となるチロシン
4 1 6 残基の自己 リン酸化を特異的に認識する抗体を用いたイムノブロット法により調べた。そ
の結果 ，p e r v an a d a t e 刺激により P K Cβ I I がリバース-トランスロケーションする時間 とほぼ一
致して，H c k の活性化が起こることが確認 された。また，P K C 阻害剤 G F  1 0 9 2 0 3 X 存在下で
も H c k は活性化されたことから，この活性化は P K C 非依存的であることも確認 された。これら
の結果から，S r c - f a mi l y  P T K s の活性化が p e r v a n a d a t e 処理による P M A 刺激 P K Cβ I I リ
バース-トランスロケーションに関与していることが示唆された。  
次に，S r c - f a mi l y  P T K s がどのような機構で p e r v a n a d a t e 処理による P M A 刺激 P K Cβ I I
リバース-トランスロケーションに関与しているのかについて検討した。近年 ， n P K C の一つであ
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 る P K Cδが各種刺激により活性化された S r c - f a mi l y  P T Ks によってチロシンリン酸化を受ける
ことが報告 されている。そこで，このリバース-トランスロケーションに S r c - f a mi l y  P T K s による
P K Cβ I I のチロシンリン酸化が関与しているかどうかについて，細胞質画分から免疫沈降した
P K Cβ I I を坑 リン酸化チロシン抗体を用いてイムノブロットすることにより検討 した。すると，リバ
ース-トランスロケーションする条件において，P K Cβ I I がチロシンリン酸化 されていることが確
認された。またこのチロシンリン酸化 もリバース-トランスロケーション同様 S r c - f a mi l y  P T K s 特
異的阻害剤 P P 2 の前処理により抑制 された。これらの結果から，p e r v an a d a t e 処理によりリ
バース-トランスロケーションした P K Cβ I I は S r c - f a m i l y  P T K s 経路を介 してチロシンリン酸化
されていることが示 された。これらの事実は P K Cβ I I のチロシンリン酸化がリバース-トランスロケ
ーションの制御に関与している可能性を推測させるものである。  
以上 ，本研究では，本来 リバース-トランスロケーションしない P M A刺激 P K Cβ I I を P T P a s e
阻害剤を用いることにより人為的にリバース-トランスロケーションさせることに成功 し，またこの
現象に S r c - f a mi l y  P T K s の活性化及び，P K Cβ I I 自身のチロシンリン酸化が関与しているこ
とを明 らかにした。これらの結果は，生理的な刺激に応答 したリバース-トランスロケーションの
機構解明に役立つ可能性があるのみならず，P K C の酵素活性を制御するのではなく，トラン
スロケーションを特異的に制御する，といった新しい薬剤設計への応用も期待させるものであ
る。  
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